神経軸索ガイダンス因子Semaphorin4Dの口腔癌骨浸潤に果たす役割に関する研究 by Takada, Hiroyuki
 1 
 





















芽細胞は receptor activator of nuclear factor-κB ligand（以下 RANKL）産生を高め，
破骨細胞前駆細胞上に存在する RANKL の受容体である RANK と結合すること
により破骨細胞形成を促進し骨破壊を促す。破壊された骨組織からは，








ており 3,4)，Sema ドメインに続く構造の違いから 8 つのサブクラスに分類されて
いる。Semaphorin の受容体である Plexin の N 末端もセマフォリンと同様に Sema
ドメインとなっており，Semaphorin 同様に Sema ドメインに続く構造の違いから
A から D の 4 つのサブクラスに分類される。Semaphorin と Plexin は双方の Sema
ドメインを介して認識し，それぞれのメンバー同士が特異的に結合する。最近，
中枢神経系にのみ発現していると考えられていた Semaphorin は，心血管系 5)，




Sema4D を分泌し，骨芽細胞上の PlexinB1 と結合することで，骨芽細胞の分化
シグナルである IGF-I シグナルを抑制し，骨形成を抑制することが報告された 11)。 
また正常組織だけではなく，腫瘍組織にも Sema4D は発現を認め，口腔癌の
82.7%，前立腺癌の 90.2%，大腸癌の 92.7%，乳癌の 80.6%，肺癌の 56.3%，卵



















口腔扁平上皮癌の骨浸潤モデルは，合田らの方法に準じ HSC-2 細胞を 5 週齢




PBS）で希釈した癌細胞浮遊液（5.0×106 個/ml）を 100µl 注入した。移植 4 週後，
マウスを屠殺し，大腿骨を 10%中性緩衝ホルマリン溶液で 48 時間浸漬固定後，














ウエーブ処理を行った。1 次抗体には，抗ヒト Sema4D ウサギポリクローナル抗
体（abcam，Cambridge，MA，USA）と抗ヒト PlexinB1 ウサギポリクローナル抗
体（abcam）をそれぞれ 100 倍に希釈して反応させた。 
4. 細胞培養 
口腔扁平上皮癌細胞株には，HSC-2，HSC-3，SAS 細胞（RIKEN より供与，
茨城）を使用した。細胞の培養には，Dulbecco’s modified Eagle’s medium と Ham 
F-12 medium の等量混合培地（以下 DMEM/F12：Invitrogen Corp.，Grand Island，
NY，USA） を用い，非動化 10%ウシ胎児血清（Fatal Bovine Serum，以下 FBS：
JRH Bioscience，Lenexa，KS，USA）および 1%ペニシリン・ストレプトマイシ
ン液（Invitrogen）をそれぞれ混合し，5%CO2，37℃で培養した。マウス骨髄間
質細胞株 ST-2 細胞（RIKEN）および破骨細胞形成系に用いた 5 週齢雄 C57BL/6J





96 穴プレートに HSC-2，HSC-3，SAS 細胞を 3×103 個ずつ播種し，24 時間後
培地を交換して種々の濃度（1，10，100ng/ml）の recombinant human Sema4D（R&D．
Minneapolis，MN，USA）を添加した。陰性対照として PBS を使用した。48 時
間培養後，生細胞数に比例して呈色を示す 3-（4，5-dimethylthiazol-2-yl）-5-
（3-carboxymethoxyphenyl）-2-（4-sulfophenyl）-2H-tetrazolium salt （以下 MTS） 
液 （Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit，Promega，
Madison，WI，USA）を 20µl ずつ各ウエルに添加し，3 時間 5% CO2，37℃でイ
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ンキュベートし，マイクロプレートリーダー（Biorad，Hercules，CA，USA）を
用いて 490nm の吸光度を測定した。 
6. 細胞運動能の検討 
Wound healing assay を用いて，細胞運動能の検討を行った。HSC-2 細胞を 6
穴プレート上でコンフルエント状態になるまで培養した後，無血清培地に交換
し，滅菌したピペットチップの先で 1.0mm となる引っ掻き傷を入れて細胞の存
在しない面積を測定した。Sema4D を添加して 24 時間培養を行い，再度面積を
測定し，傷つけ直後の面積との差の割合を計算し評価した。 
7. 細胞遊走能および浸潤能の検討 
細胞遊走能の検討には 24 穴マトリゲルインベージョンチャンバー（Becton 
Dickinso，Franklin Lakes， NJ，USA）のノンコートインサートを，浸潤能の検
討にはマトリゲルのコートインサートをそれぞれ使用した。ポアサイズ 8µm の





各口腔扁平上皮癌細胞株の Sema4D と PlexinB1 の発現をウエスタンブロット
法で検討した。各口腔扁平上皮癌細胞株を 6cm ディッシュに播種し，サブコン
フルエントになるまで培養を行い，培地を交換した。翌日，細胞溶解液［50mM 
Tris（pH7.2），150mM NaCl，1% NP-40，0.5% dexycholate，1mM sodium vanadate，
20mM leupeptin，1mM phenylmethyl sulfonyifluoride，1% aprotinin］で細胞を可溶
化しタンパクを回収した。タンパク濃度は，Protein Assay System（Thermo．
Rockford，USA）を用いて定量を行った。10µg のタンパクを含む各サンプルを
Sample Buffer（Biorad）と β-メルカプトエタノール（Sigma）と混合して 95℃，
5 分間の加熱によって還元した後，泳動用緩衝液［0.25M Tris，1.92M glycine，
1%SDS］を用いてポリアクリルアミドを 10%含有するゲル（Biorad）で 100V の
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定電圧下で約 60 分間泳動することでタンパクを分画した。分画したタンパクは
転写用緩衝液［0.25M Tris，1.92M glycine，20%methanol］中 100V の定電圧下で
90 分間 PVDF 膜（MILLIPORE，Tullagreen，Carrigtwohill，Co.，Ireland）へ転写
した。その PVDF 膜を 5%BSA 溶液（Sigma）に 60 分間浸漬してブロッキング操
作を行った。その後，1 次抗体として抗ヒト Sema4D ウサギポリクローナル抗体
と抗ヒト PlexinB1 ウサギポリクローナル抗体を Can get signal Solution 1
（TOYOBO，大阪）でそれぞれ 1000 倍に希釈して，4℃で overnight にて反応さ
せた。2 次抗体には，HRP 標識ポリクローナル抗体（Amersham Phamacia Biotec，
Buckinghamshire，UK）を Can get signal 2（TOYOBO）に 1000 倍で希釈し，90





ディッシュに播種してmacrophage colony-stimulating factor（以下M-CSF：PeproTec 
EC，Ltd，London，UK）10ng/ml を添加した。翌日，浮遊細胞のみを回収し，
M-CSF30ng/ml を添加して 3 日間培養を行った。その後，浮遊細胞は洗い流し接
着細胞のみを再度回収して，Bone marrow macrophages（以下 BMMs）として 4
×10４個ずつ 48 穴プレートに播種し，M-CSF30ng/ml と RANKL（PeproTec EC）
50ng/ml および Sema4D を添加して 6 日間培養した。培養液は 2 日おきに交換を
行った。培養後，TRAP 染色（Leukocyte acid phosphatase kit，Sigma）を行った。
Citrate buffer（pH5.5）添加 60%アセトン，0.8%ホルマリンを含む固定液で固定
を行い，酒石酸を含む反応液に遮光下で 37℃，30 分間反応させ，水洗，乾燥後，
光学顕微鏡下で観測した。破骨細胞数の評価として，3 核以上をもつ TRAP 陽性
の細胞を破骨細胞として計測した。なお，形成された破骨細胞を Envision system
を用いて免疫組織化学染色を行い，Sema4D および PlexinB1 の発現の検討も行
った。また，破骨細胞の骨吸収活性能を Pit formation assay で検討した。上記と
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同様に破骨細胞を分化培養させる際，ハイドロキシアパタイトでコーティング
された培養プレート（Corning Osteo Assay Surface 24well plate，Cornig，Inc.，NY，




10. Sema4D が骨髄間質細胞株 ST-2 細胞に与える影響の検討 
	 ST-2 細胞を 6cm ディッシュに播種し，サブコンフルエントになるまで培養を
行い，5%FBS 含有の培地に交換し，1，10，100ng/ml の recombinant human Sema4D
を添加した。24 時間後，タンパクを回収し，破骨細胞分化調節因子として RANKL
と osteoprotegerin（以下 OPG）の発現をウエスタンブロット法により解析した。
1 次抗体には，抗マウス RANKL ウサギポリクローナル抗体（Santa Cruz 
Biotechnology，Santa Cruz，CA，USA）と抗マウス OPG ウサギポリクローナル
抗体（Santa Cruz Biotechnology）を使用した。 







の 15 分後 recombinant human IGF-I 100ng/ml（Sigma）を添加した。48 時間後，
タンパクを回収し，ウエスタンブロット法により Sema4D と PlexinB1 の発現を
解析した。	 
12. 統計分析 







1. In vitro および In vivo における Sema4D と PlexinB1 の発現 
In vitro では各口腔扁平上皮癌細胞株，HSC-2，HSC-3，SAS 細胞のタンパクを
回収し，Sema4D とその受容体 PlexinB1 の発現をウエスタンブロット法により
検討した。Sema4D と PlexinB1 発現の陽性対照として，それぞれ高発現してい
ることが知られているヒト T 細胞株 Jurkat 細胞と正常ヒト臍帯静脈内皮細胞
（normal human umbilical vein endothelial cells，以下 HUVEC）を使用した。HSC-2，
HSC-3，SAS 細胞は，すべて陽性対照と同等の Sema4D および PlexinB1 を発現
していた（図 1A）。 
In vivo においては，マウス骨浸潤モデルを作製して Sema4D と PlexinB1 の発
現を検討した 13)。HSC-2 細胞移植 4 週後の骨浸潤モデルでは，一部大腿骨は破
壊され，癌細胞に置換されていた。TRAP 陽性の破骨細胞は，破壊された骨表面
上に位置していた。Sema4D と PlexinB1 は，骨破壊部位に一致した腫瘍組織に
強発現していた（図 1B）。 
臨床検体では，骨の破壊部位を中心に Sema4D と PlexinB1 の強発現を認めて
いたが，骨の破壊が起こっていない部位では骨と腫瘍組織の間に線維組織が介
在しており，Sema4D と PlexinB1 の発現は軽度であった（図 1C）。破骨細胞に
も Sema4D と PlexinB1 の発現を認めた。 
2. Sema4D が口腔扁平上皮癌細胞に与える影響 
Sema4D が口腔扁平上皮癌細胞に与える影響として，細胞増殖能を MTS assay，
運動能を Wound healing assay，遊走能を Migration assay，浸潤能を Invasion assay
で検討した。 
MTS assay では，HSC-2，HSC-3，SAS 細胞のすべてにおいて，Sema4D 添加
により細胞増殖の促進を認めた（図 2A）。 
 9 
HSC-2 細胞を用いた Wound healing assay では，Sema4D 添加により濃度依存的
に創傷面積の縮小を認め，有意に細胞運動能を促進していた（図 2B，C）。 
Migration assay では，Sema4D 添加により濃度依存的に遊走した細胞の増加を
認め，細胞遊走能の促進を認めた（図 2D，E）。 
Invasion assay においても，Sema4D 添加により濃度依存的に浸潤した細胞の増
加を認め，細胞浸潤能の促進を認めた（図 2F，G）。 
3. 破骨細胞における Sema4D と PlexinB1 の発現および Sema4D が破骨細胞に
与える影響 
マウス骨髄細胞から破骨細胞を分化させ，免疫組織化学染色により Sema4D
および PlexinB1 の発現を検討した。Sema4D と PlexinB1 は，ともに細胞膜表面
上に強発現していた（図 3A）。 
Sema4D が破骨細胞に与える影響として，破骨細胞の形成能を Osteoclast 
formation assay，破骨細胞性骨吸収能を Pit formation assay で検討した。 
Osteoclast formation assay では，Sema4D100ng/ml 添加群において TRAP 陽性で
ある破骨細胞数は有意に増加した（図 3B，C）。 
Pit formation assay では，Sema4D 添加により濃度依存的に吸収窩の増加を認め，
破骨細胞の骨吸収能の促進を認めた（図 3D，E）。 
4. Sema4D が骨髄間質細胞株 ST-2 細胞に与える影響 
	 支持細胞における破骨細胞分化誘導因子発現に対する影響として，Sema4D が
ST-2 細胞の RANKL および OPG 発現に与える影響を検討した。Sema4D 添加に
より，RANKL および OPG の発現は影響を受けなかった（図 3F）。 
5. 骨組織中の成長因子 IGF-I が口腔扁平上皮癌細胞の Sema4D および PlexinB1
発現に与える影響 
骨組織中に豊富に含まれている成長因子 IGF-I が，口腔扁平上皮癌細胞の
Sema4D および PlexinB1 発現に与える影響について検討した。特に HSC-2 細胞
と SAS 細胞では，IGF-I 添加により有意に Sema4D の発現は増加した（図 4）。








	 神経軸索ガイダンス因子 Sema4D は近年，腫瘍との関連が報告されている。 
癌細胞の産生する Sema4D は，血管内皮細胞の細胞膜上の Plexin B1 と結合し，
血管内皮細胞の細胞遊走および管腔形成を促進し血管新生を惹起することが報
告されている 16)。Sema4D は癌細胞にも直接作用し，乳癌細胞 17,18)，卵巣癌細胞
19)において浸潤と転移を促進する。 
	 頭頸部扁平上皮癌細胞においては Sema4D の発現を認めることが報告されて
いる 12,20)。また口腔扁平上皮癌の手術標本の組織学的検索においては 8 割以上
に Sema4D の発現を認める。本研究においても，口腔扁平上皮癌細胞の Sema4D
の発現を確認した。口腔扁平上皮癌細胞の Plexin B1 発現については，発現を認
める報告 20)と認めないとする報告 12)があり，明らかではなかった。本研究にお






結合蛋白質である RhoA を活性化させることが報告されている 22)。Sema4D は
PlexinB1 を介して細胞運動に関与する非受容体型チロシンキナーゼである
PYK2 を活性化する 23)。またアポトーシスを抑制するシグナル伝達因子である
Akt および細胞増殖を促進する MAPK のリン酸化を促進することが報告されて




	 骨微小環境においては，破骨細胞における Sema4D 発現と，骨芽細胞の
PlexinB1 発現が確認されている 11)。癌の骨破壊における Sema4D の役割を検討
した報告は今までにない。顎骨浸潤を伴う口腔扁平上皮癌の手術標本では，骨
破壊部位に一致した腫瘍組織に Sema4D および PlexinB1 の発現を認めた。そこ
で Sema4D による破骨細胞の分化と骨吸収活性に与える影響について検討した。




ないと報告されていた 11)。本研究においては，破骨細胞が PlexinB1 を発現して
いること，また機序は不明であるが Sema4D が破骨細胞の分化と骨吸収活性を
促進することを明らかにした。 
	 Sema6D の受容体である PlexinA1 の欠損マウスは，破骨細胞分化が阻害され
大理石骨病となることが報告されている 26)。Sema6D が PlexinA1 に結合すると，
PlexinA1 は TREM-2 および DAP12 と複合体を形成し（PlexinA1-TREM-2-DAP12
複合体），破骨細胞の分化を促進する。このような複合体を PlexinB1 が形成し
破骨細胞の分化を促進する可能性が考えられる。 
	 一方で，骨芽細胞の産生する Sema3A は，破骨細胞前駆細胞において，いず
れも Sema 3A の受容体である PlexinA1 と neuropilin1 からなる Sema3A 受容体複
合体を形成し，PlexinA1-TREM-2-DAP12 複合体の形成を阻害して，破骨細胞の
分化を抑制する。しかし RANKL 刺激により，neuropilin 1 発現は低下するため，
RANKL 刺激の後には PlexinA1-TREM-2-DAP12 複合体が形成され，Sema6D 下
流のシグナル伝達が行われ，破骨細胞の分化が促進される 27)。 
 12 






ら遊離した IGF-I が Sema4D 発現を調節していると考えられた。 
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図4. IGF-Iが口腔扁平上皮癌細胞のSema4DとPlexinB1発現に与える影響 
	
IGF-I 添加による各口腔扁平上皮癌細胞株におけるSema4DとPlexinB1の発現。特にHSC-2細胞とSAS細胞にお
いてIGF-I添加によりSema4Dの発現が増加した。IGF-Iのレセプターおよび下流シグナルのインヒビターとの共存
下ではその増加は抑制された。IGF-I添加によるPlexinB1の発現の変化は認めなかった。	
